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は じ め に
　Focal Adhesion Kinase (FAK）は約1030のアミノ酸
からなる非レセプター型チロシンキナーゼの一つであ
り，インテグリンや成長因子シグナルを調節し，細胞
増殖，分化，アポトーシスなどにとって重要な役割を
果たしている1ﾝ5)．FAKはインテグリンや成長因子シ
グナルから刺激を受けるとチロシン397の自己リン酸化
が起こり6)，それに引き続きその他のリン酸化部位が
リン酸化を受け，下流のAKTやMAPKへシグナルを
伝達する7ﾝ11)．これらの事実に基づき，FAKは細胞増
殖，生存，浸潤などの悪性腫瘍の特性において非常に
重要な役割を果たしていると考えられる12ﾝ16)．実際に，
FAKが乳癌，甲状腺癌，卵巣癌，頭頚部癌，肝癌，膵
癌，肺癌，大腸癌などの様々な癌腫で過剰発現してお
り，癌におけるFAKの発現状態が腫瘍の進展や臨床
予後に密接に関連するという報告がみられる17ﾝ26)．し
かし，FAKおよびその周辺，下流のシグナルについて
は不明な点も多い．
　消化器癌のなかでは食道扁平上皮癌においてFAK
の過剰発現が腫瘍浸潤，リンパ節転移に関連するとい
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う報告26)がみられるが，Barrett 食道癌におけるFAK
の発現とその機能についての報告はみられない．
Barrett 食道は胃食道逆流症により正常扁平上皮が化
生円柱上皮に置換された状態である 27,28)．また，
Barrett 食道は食道腺癌の前癌病変であり，通常の30
～125倍のリスクで発症する27)．Barrett 食道癌は西欧
諸国において増加傾向にあり28)，５年生存率25%以下
の未だ極めて予後不良な疾患である27)．治療は手術以
外に有効なものがなく，新規治療戦略の開発が望まれ
ている．
　我々のグループにおけるFAKに関する先行研究で
は，大腸癌と食道扁平上皮癌の癌化過程において FAK
の発現と活性化の増強がみられることを報告してき
た29)．それゆえに我々はFAKが他の癌腫と同様に
Barrett 食道癌における細胞増殖や生存にとって非常
に重要であると考えた．Barrett 食道癌の癌化におけ
るFAKの役割を調べるために，我々はBarrett 食道
癌と Barrett 正常上皮の臨床サンプルにおけるFAK
の発現状態を検討した．そして，FAKに対する特異的
small molecule inhibitor (TAE226）を用いてFAKシ
グナルを阻害することが細胞増殖，細胞接着，細胞遊
走にどのように影響するかを検討した．TAE226は
FAKを標的分子としてデザインされたチロシンキナ
ーゼ阻害剤であり30)，IGF-IR に対する追加的な抑制効
果もある31)．IGF-IR は細胞増殖や生存にとって重要な
分子を活性化する主要なレセプター型チロシンキナー
ゼの一つであり，Barrett 食道癌を含め，悪性腫瘍に
おいて発現上昇が確認されている32)．TAE226は脳腫
瘍における抗腫瘍効果を示した報告30,31)がみられる
が，他の種類の悪性腫瘍に対する効果についての報告
はなく，また効果の詳細なメカニズムについても解明
する必要がある．本研究における我々の目的は，１）
FAKの Barrett 食道癌における役割を検討すること，
２）TAE226が消化器癌に対する新規治療戦略となる
かを検討，３）TAE226による抗腫瘍効果とメカニズ
ムを特にアポトーシス経路に着目して解明すること，
である．
Small molecule inhibitor, TAE226
　従来の抗癌剤がDNA合成や修復，細胞の分裂・増
殖過程に作用し殺細胞作用を示し，癌細胞への特異性
が低いのに対し，分子標的薬では癌細胞の増殖・転移
などに関わる分子を選択的に阻害することで癌の増殖
抑制・進展阻害を示すため，癌細胞への特異性が高い
とされている．癌の分子標的薬剤には大きく小分子化
合物とモノクローナル抗体がある．FAK阻害剤はま
だ臨床応用の段階ではないが，複数のFAK阻害剤の
開発報告があり，FAKを分子標的とした臨床応用が
期待されている．
　TAE226はノバルティス・ファーマ社により開発さ
れた分子量541.87のFAKをターゲットとした分子標
的薬である．FAKに特異的な阻害剤として開発され
たが，IGF-IR に対してもある一定の阻害作用を有する
とされている．TAE226はFAK活性化のトリガーに
相当するチロシン397の自己リン酸化を阻害すること
によって，下流へのシグナル伝達を抑制する薬剤であ
る．
Barrett食道癌における FAKの役割
　まず，Barrett 食道癌におけるFAKの発現状態を免
疫染色にて検討した．Barrett 食道癌患者から外科的
に切除した42サンプルを用いてFAK抗体で染色し
A B
図１Ａ，Ｂ　Barrett 食道上皮と食道腺癌における FAK の発現
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た．観察部位はBarrett 上皮（308視野），Barrett 食道
癌（168視野），食道扁平上皮（93視野），胃上皮（56視
野）であった．FAKの発現は非癌部と比較し癌部で増
強していた（図１Ａ，Ｂ）．（＋＋）50%以上の発現部
位はBarrett 上皮で17.9%であったのに対し，Barrett 
食道癌では94.0%であった（図１Ｃ）．癌部における過
剰発現傾向は明白であり，他の癌腫と同様にBarrett 
食道癌においてもFAKが過剰発現し，癌の進展に重
要な役割を果たしていることが示唆された．また，興
味深いのは食道扁平上皮では胃上皮と比較してFAK 
の発現が高い傾向がみられたことである（陽性が
43.0%，強陽性が47.3%）．Barrett 上皮と胃上皮（と
もに円柱上皮）におけるFAKの発現レベルは同程度
であり，扁平上皮で強発現を示したのは円柱上皮と扁
平上皮という組織学的な違いがあるのではないかと推
測される（図１Ｃ）．
In vitroにおける TAE226の抗腫瘍効果
　接着系の細胞は接着依存性に成長するため，インテ
グリンを介した細胞接着やその下流のシグナルに対し
て重要な役割を行っているFAKが阻害されると細胞
増殖に悪影響をうけるということは容易に考えられる．
　まず，TAE226による細胞増殖抑制効果を検討し，
その後の実験に対する至適濃度を検討するために
Barrett 食道癌細胞におけるTAE226の IC50を測定し
た．SEG-１，FLO-１，BIC-１細胞をTAE226で48時
間処理して測定した IC50は SEG-１で0.47ｻM，FLO-
１で1.03ｻM，BIC-１で1.29ｻMであった（図２Ａ-
　 Barrett 食道癌に対する新規治療戦略：渡辺信之，他14名 　
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図１Ｃ　食道扁平上皮，胃上皮，Barrett 上皮，Barrett 食道癌
における FAK の発現レベル
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図２Ａ，Ｂ，Ｃ　SEG-１細胞，FLO-１細胞，BIC-１細胞にお
ける TAE226の細胞増殖抑制効果
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図２Ｄ，Ｅ　TAE226の細胞遊走能抑制効果
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Ｃ）．SEG-１細胞は３種類の細胞株のなかで最も感受
性が高いと思われた．すべての細胞株で 3.0ｻM 
TAE226の48時間の処理で90%以上の抑制効果が認め
られた(図２Ａ-Ｃ)．
　次に，TAE226による細胞遊走能抑制効果を検討し
た．confluent 状態の SEG-１細胞にスクラッチを加
え，1.0ｻM TAE226およびDMSOで48時間処理した．
図２Ｄは Scratch assay の顕微鏡写真を示す．DMSO
で処理したものは遊走した細胞が332±７個であった
のに対し，TAE226で処理したものは59±１個であっ
た（図２Ｅ）．このことからTAE226によるFAKの阻
害により細胞遊走能を抑制されることが示唆された．
FLO-１細胞では３ｻMTAE226処理により遊走能が
抑制された（73±26個 vs 41±11個）．
　次にTAE226の細胞形態に与える影響を検討した．
位相差顕微鏡で観察すると，細胞の単層配列構造が乱
れ，細胞は円形化，内部構造も破壊された状態であり，
細胞数も著明に減少していた．いくつかの細胞はプラ
スチックプレートから剥がれて縮まっており，FAK 
の阻害によって接着が弱まったものと考えられた（図
３Ａ）．FAKの阻害による細胞形態の変化をさらに検
討するために，アクチン（Red），pFAK（Green），核
（Blue）を３重染色し共焦点レーザー顕微鏡にて観察
した． FAK活性がある細胞はアクチンファイバーの
DMSO 1.0ｻM TAE226 3.0ｻM TAE226
0 hour
24 hours
48 hours
A
図３Ａ　TAE226の細胞形態に対する効果（位相差顕微鏡観察）
B
Top Bottom
C Top Bottom
図３Ｂ，Ｃ　TAE226の細胞形態に対する効果（共焦点レーザー顕微鏡観察）
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構造が正常に保たれており，FAKのリン酸化はアク
チンファイバーの両端に局在しており，このことから
活性化FAKは細胞構造を維持するために接着点に局
在していることがわかる（図３Ｂ）．TAE226処理によ
り，アクチン構造の消失，接着阻害，FAKの活性化阻
害が認められた（図３Ｃ）．
FAK阻害による効果は主に AKT-BAD-Caspaseを経
由したアポトーシス誘導であった
　FAK阻害が細胞死を誘導するかどうかを検討する
ために細胞周期の分布をフローサイトメトリーにて検
討した．図４Ａ，Ｂに示すように，TAE226処理によ
り sub-G０相の増加が認められた．G１相やG２/Ｍ相
の分布においては明らかな変化を認めなかった．この
結果から sub-G０相細胞が増加するということは
FAK阻害剤により細胞死が増加するということを表
しているのではないかと推測する．次の疑問として
TAE226処理によりアポトーシスをきたすかどうかと
いうことである．この疑問に対し，TUNEL染色を行
った（図４Ｃ）．TAE226により24時間以内にTUNEL
陽性細胞の増加を認め，TAE226によるFAKの活性
阻害によってBarrett 食道癌細胞はアポトーシスに誘
導された（図４Ｄ）．
　TAE226誘導性のアポトーシスがどのようなシグナ
ル経路でおこるのかということを検討するために，ウ
エスタンブロットによってFAKの下流のシグナル分
子を解析した．TAE226は濃度・時間依存性にFAK 
のリン酸化を阻害した（図５Ａ，Ｂ）．AKTの活性化
も同様に抑制されたが，ERK活性の抑制は軽度であっ
　 Barrett 食道癌に対する新規治療戦略：渡辺信之，他14名 　
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た．BADのリン酸化は細胞の生存にとって重要な調
節因子であり，その上流のAKTやMAPKにより調節
をうける．BADのリン酸化は Serine136では抑制され
たが Serine112ではされなかった．このことから，
TAE226によるFAK活性の抑制によりAKTのリン
酸化抑制がおこり，BAD（Ser136）のリン酸化が抑制
されアポトーシスが誘導されたものと考えられた．さ
らに下流のアポトーシス経路を検討した．Caspase 依
存性のアポトーシスにとって重要なCaspase-３（これ
はBADの調節をうける）はTAE226処理により活性
化された．この結果からTAE226によるFAK阻害に
よりAKT-BAD-Caspase を経由したアポトーシスで
あることが示された．
　TAE226は IGF-IR に対してもある一定の抑制効果
をもつ（FAKに対するよりも25倍低い）という報告が
ある．AKTは IGF-IR のようなレセプター型チロシン
キナーゼの主要な下流分子である．IGF-IR の阻害によ
ってもAKT-BAD-Caspase を経由したTAE226誘導
性のアポトーシスをきたすともいえる．SEG-１細胞に
おいては通常の培養条件では IGF-IR のリン酸化はわ
ずかにみられるのみであり，それはTAE226の処理に
よりシャットダウンされる．それゆえに細胞を IGF-I
で刺激を行い，IGF-IR を活性化させてTAE226処理を
行い，IGF-IR 特異的な抑制効果を検討した．図５Ｃに
示すように100ng/ml の IGF-I で IGF-IR は活性化状態
となるが，TAE226処理により IGFによって活性化さ
れる IGF-IR と AKTの活性化抑制がみられた．すなわ
ち，TAE226はBarrett 食道癌細胞において細胞増殖，
遊走能に対し強い抑制効果を有し，FAKと IGF-IR シ
グナルをともに抑制することによりAKT-BAD-
Caspase を経由したアポトーシスを誘導すると考えら
れた．
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図５Ａ，Ｂ　アポトーシスへの経路
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図５Ｃ　TAE226の IGF-1R 抑制効果
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TAE226の経口投与により皮下腫瘍の増大を抑制する
　ヌードマウスに SEG-１細胞の皮下腫瘍を作成し
（Day０），翌日からTAE226（０，30，60㎎/㎏）の
経口投与を14日間（１日１回）行った（図６Ａ）．腫瘍
体積は週に２回測定し，15日目に腫瘍を摘出して腫瘍
重量を測定した．腫瘍体積も腫瘍重量もコントロール
と比較してTAE226投与群で有意に抑制効果を示し
た（図６Ｂ，Ｃ）．明らかな副作用は認められず，また
今回の検討では明らかな濃度依存性の効果は認められ
なかった．
新規標的分子としての FAK阻害剤の可能性
　我々はTAE226によるFAK阻害により非常に予後
不良な疾患であるBarrett 食道癌に対する治療戦略に
なりうることを示した．臨床サンプルを用いた免疫組
織学的解析によりBarrett 食道癌におけるFAKの発
現上昇を明らかにしたことは初めての報告であり（図
１Ａ-Ｃ），Barrett 食道癌においても，すでに報告さ
れている他の癌腫と同様に癌の progression において
FAKが重要な役割を果たしていることが示唆された．
In vitro においてTAE226処理により有意に細胞増殖，
遊走能を抑制し，アポトーシスを誘導した．そしてそ
れは主にAKT-BAD-Caspase を経由したアポトーシ
スであった．また，TAE226によりFAKを介して接着
斑を安定化するアクチン構造が消失し細胞骨格が失わ
れる様子を詳細に捉えることに成功した．もう一つの
重要な知見は，マウス皮下腫瘍モデルに対する
TAE226投与にて，重大な毒性を生じることなく著明
な抗腫瘍効果を明らかにしたことである．In vivo にお
いては用量依存性の効果は認められず，癌腫によって
は低用量のTAE226で十分に効果を発揮する可能性
が示唆される．これらの結果から新たな癌治療として
FAKを標的とすることが可能になるのではないかと
考える．
　TAE226は IGF-IR に対してもある一定の阻害効果
を有する．図５Ｃで示したようにTAE226の効果は
IGF-IR シグナルを一部分は介しているということは
無視できない．一つの化学化合物で癌の progression 
に関連する２つの主要なシグナル経路を抑制できると
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図６Ａ，Ｂ，Ｃ　TAE226の In vivo における抗腫瘍効果
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いうことは非常に意義深い．なぜなら，多くの癌は複
数のシグナルにより調節を受けており33)，遺伝子変異
をきたすことで容易に薬剤耐性を獲得するためであ
る34,35)．また，癌治療においてさらに効果が期待でき
る戦略は他剤との併用療法である．今後，TAE226と
他剤との併用効果についての検討を行う必要があると
思われる．
　FAKは癌の progression における細胞増殖，遊走
能，浸潤能にとって重要な分子であることが知られて
いるため，FAKをターゲットとすることは優れた治
療法となりうる可能性がある．実際に，多くの化学化
合物が癌に特異的な機能をターゲットとして開発され
てきている．TAE226は特異的にFAKをターゲット
とした分子標的薬である．我々はTAE226による FAK
阻害により非常に予後不良な疾患であるBarrett 食道
癌に対する治療戦略になりうることを示した．
　今回の実験においては SEG-１細胞が他の細胞と比
べてTAE226に最も感受性が認められた．この感受性
の違いは遺伝子背景の違いによる可能性が考えられ
た．SEG-１細胞はwild type p53であり，FLO-１，
BIC-１はmutant p53であるという報告がある36)．様々
な報告37ﾝ38)にもあるように p53ステータスは抗癌剤に
対する感受性に非常に影響すると考えられる．
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